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RESUMO

A superovulagdo ¢ uma biotécnica que traz beneficios para a reprodugdo equina, advindos
do maior niimero de ovulagdes por ciclo. Ainda ndo ¢ usada rotineiramente, € isso se deve a alguns
entraves, em especial, a baixa resposta ovariana aos diferentes hormonios empregados. A presente
revisdo teve como objetivo abordar as principais estratégias e entraves na superovulagio de éguas.
Diversas substancias ja foram testadas, como: extrato de pituitaria equina (EPE), hormdnio foliculo
estimulante suino (p-FSH), vacinas anti-inibina, gonadotrofina coridnica equina (¢CG), horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), hormoénio foliculo estimulante equino (e-FSH) e horménio
foliculo estimulante recombinante (re-FSH) em associagdo com hormonio luteinizante recombinante
(re-LH). Somente algumas destas substancias mostram-se eficientes, por este motivo as pesquisas
se direcionaram para protocolos que utilizam EPE, e-FSH e mais recentemente o re-FSH associado
ao re-LH. Estes protocolos vém apresentando um aumento no niimero de ovulagdes e embrides
produzidos, mas barreiras como a falta de um produto comercial padronizado e o baixo nimero
de embrides produzidos em relagdo a taxa de ovulagdo impedem a introdugao desta biotécnica no
manejo reprodutivo dos haras.
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Strategies and barriers in mares superovulation

ABSTRACT

Superovulation is a biotechnology that brings benefits to equine reproduction, arising from
the greater number of ovulations per cycle. It is still not routinely used, and this is due to some
obstacles, particularly the low ovarian response to different hormones used. This review aimed
to address the main strategies and problems in superovulation of mares. Several substances have
been tested, such as: equine pituitary extract (EPE), porcine follicle-stimulating hormone (p-FSH),
inhibin vaccines, equine chorionic gonadotropin (eCG), gonadotropin-releasing hormone (GnRH),
equine follicle-stimulating hormone (e-FSH) and recombinant follicle-stimulating hormone (re-
FSH) in combination with recombinant luteinizing hormone (re-LH). Just some of these substances
have shown to be effective, for this reason research is directed to protocols using EPE or re-FSH,
and recently associated with re-FSH re-LH. These protocols have been showing increasement in
the number of ovulations and embryos produced, but barriers such as the lack of a standardized
commercial product and the low number of embryos produced in relation to ovulation rate prevent
the introduction of this biotechnology in reproductive routine of the farms.
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INTRODUCAO

A superovulagdo (SOV) ¢é uma biotécnica que traz diversos beneficios para a
reprodugdo equina como: aumento da fertilidade de éguas, melhor aproveitamento de
garanhoes subférteis, maior probabilidade de prenhez para o sémen congelado e sexado,
aumento da taxa de recuperagao embrionaria, antecipa¢ao da primeira ovulag@o do ano,
maior nimero de embrides para a criopreservacao e aumento do nimero de foliculos
disponiveis para a recuperacao de ovocitos (SQUIRES et al., 2003; SQUIRES, 2006;
SQUIRES; McCUE, 2007).

A indugdo de multiplas ovulagdes em éguas ainda ndo ¢ rotina ¢ isso se deve a
alguns entraves, em especial a conformagao invertida do ovario, com o cortex situado
na porg¢ao interna ¢ a medula na periferia, estando o epitélio germinativo limitado a fossa
da ovulag@o, o inico ponto em que o foliculo ¢ capaz de se romper, portanto limitando
o nimero de ovulagdes; ¢ a falta de disponibilidade de um produto comercial eficiente
para induzir a SOV (SQUIRES, 2006).

A presente revisao teve como objetivo abordar as principais estratégias e os entraves
referentes a superovulacao de éguas.

DESENVOLVIMENTO

O primeiro relato de sucesso da SOV na espécie equina ocorreu na década de
1970, por Douglas et al. (1974), utilizando o extrato de pituitaria equina (EPE). Diversas
substancias, além do EPE, ja foram utilizadas, tais como o hormonio foliculo estimulante
suino (p-FSH), vacinas anti-inibina, gonadotrofina corionica equina (eCG), hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), hormoénio foliculo estimulante equino (e-FSH),
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horménio foliculo estimulante recombinante (reFSH) em associagdo com hormdnio
luteinizante recombinante (reLH) e, mais recentemente, o acetato de deslorelina, como
indutores da SOV. Algumas dessas substancias ndo foram eficientes em promover a SOV
em éguas, tais como: p-FSH (CULLINGFORD et al., 2010), imuno neutralizagao da
inibina (FARINASSO, 2004; SQUIRES, 2006), eCG e GnRH (SQUIRES et al., 2003).
Por esse motivo as pesquisas se direcionaram para protocolos que utilizam EPE, e-FSH,
combinacdo entre re-FHS e re-LH e o acetato de deslorelina.

Durante o ciclo estral, cerca de 70% das éguas apresentam uma unica onda folicular
que se inicia na metade do diestro. Uma populagao de foliculos comega a se desenvolver
até que o maior deles atinja um diametro de aproximadamente 23,5 mm, entdo este comega
a liberar inibina e estrogeno, levando os outros foliculos a atresia. O tratamento deve
ser iniciado antes que ocorra a sele¢do do foliculo dominante e, no caso de éguas com
duas ondas foliculares, este deve se iniciar durante a fase de crescimento dos foliculos
da segunda onda folicular. Uma alternativa é examinar a égua cinco dias apds a ovulagdo
ou apos a coleta de embrido e se o maior foliculo tiver entre 23 ¢ 25 mm de diametro,
iniciar o tratamento superovulatorio (SQUIRES, 2006).

A principio suspeitava-se que os embrides provenientes de éguas superovuladas eram
menos viaveis que aqueles originarios de ovulagdes espontaneas (WOODS; GINTHER,
1983), porém Squires et al. (1987) obtiveram taxas de prenhez semelhantes apods a
transferéncia de embrides produzidos por éguas com ovulacdo unica ou multipla.

O EPE ¢ o mais utilizado na indugdo de ovulagdes multiplas na égua, contudo
apresenta uma grande varia¢do na taxa de ovulagdo, provavelmente pela falta de
padronizagdo das concentragdes de FSH e LH presentes no extrato in natura (SQUIRES
et al., 2003). Os estudos visando ao aumento da eficiéncia do EPE estdo focados nas
doses diarias, no momento de inicio do tratamento, uso de fragdes purificadas de e-FSH
e sincronizagdo ovariana com esteroides antes do tratamento com EPE.

Alvarenga et al. (2001) avaliaram o efeito de uma injecao diaria de 25 mg de EPE
versus duas inje¢des diarias de 25 mg. Os autores observaram que o uso de duas aplicagdes
diarias foi mais eficiente, porém ndo ficou determinado se a resposta superovulatoria se
deveu a frequéncia das aplicagdes ou a concentragdo diaria usada. Scoggin et al. (2002)
concluiram que o aumento da frequéncia de aplicagdo, e ndo necessariamente da dose,
resultou em uma melhor taxa de fertilidade, onde a dose mais eficaz para recuperagdo
embrionaria foi de 12,5 mg de EPE, duas vezes ao dia.

Na tentativa de determinar a dose minima de EPE capaz de promover ovulagdes
multiplas em éguas ciclicas, Farinasso (2004) verificou que doses diarias de 4 ¢ 6 mg
mostraram eficiéncia semelhante quanto a taxa ovulatoria, diferindo da dose de 2 mg
que se mostrou ineficiente. Até o momento néo se conhece qual a dose de EPE capaz de
induzir a melhor resposta ovulatoria.

O EPE associado ao hCG além de promover o desenvolvimento de um nimero maior
de foliculos, parece ter efeito benéfico sobre a maturagao, resultando em maior nimero de
foliculos com células da granulosa expandidas em éguas submetidas a aspiragao folicular
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guiada por ultrassom. Tal fato, provavelmente, se deveu a estimulagdo indireta do LH
através de mediadores paracrinos das células da teca (BLANCO et al., 2009).

Com base nos estudos utilizando EPE foi desenvolvida uma preparacao purificada
de e-FSH para uso em protocolos de SOV e no tratamento de alguns tipos de subfertilidade
(McCUE et al., 2007). O primeiro experimento avaliando o efeito superovulatorio
do e-FSH foi realizado por Niswender et al. (2003). Os autores concluiram que duas
aplicag0es diarias de 12 mg resultaram em uma taxa de ovulagdo semelhante a de éguas
que receberam duas aplica¢des diarias de 25 mg (3,4 + 0,7 vs 3,3 £ 0,9), porém com um
maior nimero de embrides produzidos por égua ao se utilizar a dose menor (1,8 £ 0,8
vs 0,6 +0,3).

Os programas de SOV baseados na utilizagdo de EPE e e-FSH aumentam de trés a
quatro vezes as taxas de ovulagdo, porém o niimero de embrides produzidos é menor que
o esperado (ARAUIJO etal., 2008), provavelmente, devido a alteragdes no transporte dos
ovocitos no oviduto (CARMO et al., 2006). De fato, Riera et al. (2006) observaram que
o numero de embrides recuperados era maior em éguas com ovulagdes duplas, quando
provenientes de ambos os ovarios, ¢ Logan et al. (2007) relataram uma correlagdo negativa
entre as taxas de ovulacdo e de recuperacao de embrides.

A hipétese de que o pré-tratamento com progesterona (P,) e estradiol (E,) poderia
aumentar a eficiéncia do e-FSH na SOV, por supressao do desenvolvimento folicular e
obten¢@o de uma populagdo de foliculos mais uniforme ao final do tratamento, ndo foi
confirmada por Logan et al. (2007), pois encontraram um resultado oposto, com taxa de
ovulag@o superior em animais ndo tratados (2,5 = 0,6 vs. 5,5 £+ 0,4). Da mesma forma,
Raz et al. (2010) observaram que a sincronizagdo do estro utilizando P, e E,, antes do
inicio do tratamento com e-FSH, ndo aumentou a resposta ovariana, inclusive com baixa
taxa de embrides produzidos por ovulagdo em comparagdo ao grupo controle (36% Vs
73%, respectivamente), sendo a frequéncia de foliculos anovulatorios no grupo tratado
com e-FSH de 28%.

Apos a detecgao de um ou mais foliculos > 35 mm a aplicagdo do e-FSH deve ser
interrompida. Um periodo variando entre 30 e 36 horas pode ser adotado para o intervalo
entre a ultima aplicagdo do e-FSH e a induc@o da ovulagdo com hCG. Este periodo ¢
denominado de coasting e visa permitir a diminuigdo das concentragdes de FSH durante
a fase final de maturac@o dos foliculos (RAZ; CARD, 2009).

O e-FSH promove o crescimento de um niimero maior de foliculos, porém com uma
taxa de ovulagdo menor que o niimero de foliculos pré-ovulatorios. Esta falha na ovulagdo
pode se dever a diversos fatores, como: mudanga nos niveis hormonais, estimulagdo
insuficiente pelos analogos do LH, alteragdo no niimero de receptores para LH, mudanga
na afinidade dos receptores para gonadotrofinas e a limitagdo fisica da fossa da ovulagdo
(LOGAN et al., 2007; RAZ; CARD, 2009).

O e-FSH parece produzir um maior numero de embrides com morfologia alterada,
tanto na fase de transi¢do da primavera, quanto no meio da estagao reprodutiva (RAZ
et al., 2009). Além disso, o e-FSH modifica o tonus e o edema uterino, e promove uma
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variagdo nas concentragdes séricas de P, € E, e estas alteragdes podem estar associadas as
altas taxas de foliculos anovulatorios e as baixas taxas de prenhez (RAZ et al., 2011).

Gonadotrofinas recombinantes tem sido tema de recentes pesquisas buscando
o sucesso da SOV em éguas. Meyers-Brown et al. (2010), utilizando o re-FSH,
demonstraram que ha uma maior concentragdo plasmatica de estradiol nas éguas
superovuladas, resultando em menores concentragdes plasmaticas de LH durante o
tratamento, no momento peri e pds-ovulatorio, quando comparado ao grupo controle. A alta
concentragdo de estrégeno circulante nas éguas superovuladas, possivelmente, impediu
a liberagdo de niveis adequados de LH no periodo peri-ovulatdrio e, niveis insuficientes
desta gonadotrofina, podem comprometer a maturagao folicular e ovocitaria.

Meyers-Brown et al. (2011) testaram a aplicagdo de re-FSH e re-LH, com indugao
da ovulagdo com hCG quando era detectado um ou mais foliculos com diametro > 35
mm, sem o periodo coasting. Os autores verificaram que a associagdo entre re-FSH e re-
LH criou um ambiente mais favoravel para a maturagdo dos ovocitos, proporcionou um
maior nimero de ovulagdes (4,6 = 0,9 vs 3,0 + 0,6) e de embrides recuperados (3,9 +£ 0,9
vs 2,0 +0,5), quando comparado ao uso isolado do re-FSH, corroborando a importancia
do LH nos estadios finais da matura¢do ovocitaria.

A SOV em éguas promove um aumento do fluxo sanguineo, tanto para os ovarios
quanto para o ttero. O aumento do aporte sanguineo esta relacionado ao maior nimero
de foliculos pré-ovulatorios, que por sua vez aumentam os niveis séricos de E, elevando
o fluxo sanguineo uterino por seu efeito vasodilatador (WITT et al., 2012).

Estudo recente descreveu a indugdo de dupla ovulagdo com um produto ja utilizado
a campo, o acetato de deslorelina, um analogo sintético do GnRH. Nagao et al. (2012)
obtiveram 82% (46 / 56) de duplas ovulagdes por ciclo nas éguas tratadas com acetato
de deslorelina (100 pg), a cada 12 horas, iniciando as aplicagdes quando os dois maiores
foliculos da onda folicular encontravam-se entre 20 e 25 mm de didmetro, com interrupgao
do tratamento quando detectado um didmetro > 33 mm nos dois foliculos, e entdo a
ovulacdo era induzida com hCG. A taxa de recuperacdo de embrides por ovulagdo nido
apresentou diferenga significativa entre éguas tratadas e controle (57% Vs 61%), mostrando
que duas ovulagdes, uni ou bilateral, ndo afetaram esta variavel.

Desta forma, pode-se verificar que as diferentes substancias usadas na SOV de
éguas tém suas vantagens e desvantagens. O uso do EPE resulta em grande variagdo
da taxa ovulatoria, mas quando associado a0 hCG promove um aumento no nimero
de foliculos disponiveis para a ovulagdo, além de ter efeito positivo sobre a maturagédo
folicular (BLANCO et al., 2009). O e-FSH embora aumente a taxa ovulatdria, ndo
produz uma elevagdo correspondente no nimero de embrides recuperados, além destes
apresentarem alteracdes morfologicas (RAZ; CARD, 2009) e o emprego da progesterona
e do estradiol antes da SOV com o e-FSH ndo aumenta a resposta ovariana ¢ intensifica o
manejo das éguas (RAZ et al. 2010). O re-FSH promove aumento das concentragdes de
estradiol e, portanto, reduc@o dos niveis de LH, comprometendo a maturagao folicular e
ovocitaria. Por outro lado, quando ¢ feita a associac@o entre re-FSH e re-LH verifica-se
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um aumento no numero de ovula¢des e de embrides recuperados (MEYERS-BROWN
etal., 2011). Por fim, o acetato de deslorelina se mostra efetivo na indug¢ao de ovulagdes
duplas, com taxa de recuperacao embrionaria similar aquela obtida & ovulagao tnica
(NAGAO etal., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, a SOV busca recrutar o maior numero de foliculos de uma onda
com consequente aumento no nimero de ovulagdes e embrides produzidos. Porém,
ainda existem barreiras que impedem que esta biotécnica se torne rotina na reprodugdo
equina, como a falta de um produto comercial padronizado ¢ o baixo numero de
embrides produzidos em relag@o a taxa de ovulagdo. Portanto, mais pesquisas devem ser
direcionadas na busca da padronizag@o do protocolo de SOV, sendo que o emprego de
gonadotrofinas recombinantes parece ter um maior potencial para a uniformizagao dos
resultados desta biotécnica.
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